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摘　要:采用高速逆流色谱法分离纯化丹参水溶性成分丹酚酸类物质 , 制备丹酚酸 B 化学对照品。分离采用的
溶剂系统为正己烷-乙酸乙酯-水-甲醇(1.5:5:5:1.5),上相做固定相 , 下相做流动相 , 流速为 1.7 mL/ min , 仪器转
速850 rpm ,进样量 80 mg , 纯度用 HPLC 方法测定。结果表明:一次分离可制备 63.4 mg 丹酚酸 B , 其纯度为
98.6%。该方法操作简单 , 可作为高纯度丹酚酸 B化学对照品的制备分离方法。
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Abstract:Salvianolic acid B , a major bioactive component in Danshen(Salvia miltiorrhiza Bge.), was isolated and purified by
high-speed counter-current chromatography(HSCCC)in semi-preparative scale from the crude extract of Danshen.Separation
was performed with a two-phase solvent system composed of hexane-ethyl acetate-water-methanol(1.5:5:5:1.5 , v/ v)by elut-
ing the lower aqueous phase at a flow-rate of 1.7 mL/min and a revolution speed of 850 rpm with injection volume of 80 mg.
After the proceeding of separation , 63.4 mg salvianolic acid B was obtained , and analyzed by normalization method according to
HPLC areas giving a purity of 98.6%.HSCCC is a recommendable method to prepare and purify the active constituents from
Salvia miltiorrhiza.
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　　丹参为唇形科植物 Salvia miltiorrhiza Bge.的干






用于临床[ 2-3] 。丹酚酸 B为丹参中重要的水溶性有
效成分之一 ,由三分子丹参素与一分子咖啡酸缩合
而成 ,在 2005版中国药典中 ,已将丹酚酸 B作为丹
参片的指标成分[ 1] 。据报道 ,丹酚酸 B 有强烈的抗
氧化和清除氧自由基的活性 ,其抗脂质过氧化作用








带来的样品吸附 、损失 、污染 、峰形拖尾等缺点 ,样品
的回收率高 ,预处理简单[ 5] ,已被广泛应用于天然药
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丹参切片100 g ,加 8倍量水于 90 ℃水浴加热
条件下提取两次 ,每次1 h。合并提取液 ,高速离心 ,
上清液减压浓缩 ,定容至 25 mL;乙酸乙酯萃取 ,萃
取液减压蒸干 ,用适量水溶解后 ,以 4 mL/min 的流




　　根据各种溶剂的极性 、黏度 、比重 、溶解度等因
素 ,设计一系列溶剂系统 ,然后按溶剂系统的比例 ,
配制 20 mL溶剂 ,加入样品 10mg ,充分振荡 ,静置分






















留率为 53.6%,进样 80 mg 进行分离 ,分离 7 h共洗
脱出5个峰 ,HSCCC图谱见图 1。
图 1　丹参水溶性成分HSCCC分离色谱图




同的上 、下相之比 ,并且粘度 、极性 、密度等性质的差




101Vol.18 王凤美等:高速逆流色谱法分离制备丹酚酸 B 　
系数。理想的分配系数值应在 0.67 ～ 1.50 之






Table 1　Partition coefficient of salvianolic acid compounds in two
solvent systems
峰号 Peaks 1 2 3 4 5 6 7
溶剂系统⑴
Solvent systems(1)
0.43 11.3 1.37 3.72 0.64 1.43 1.9
溶剂系统⑵
Solvent systems(2)




5:1.5 , v/ v);(2)chloroform:ethyl acetate:water:acetic acid(1.5:3:
3:0.5 , v/ v);
由表 1数据可知 ,丹酚酸 B(图 3中的峰 6)在两
溶剂系统中的分配系数在 0.67 ～ 1.5范围内 ,且和
其它组分分配系数相差较大 ,因此可初步确定此两














下 ,流速越大 ,分离时间越短 ,分离度越小
[ 14]
。图
2a 、图 2b的结果表明 ,流速对分离时间的影响非常
显著 ,流速越大 ,分离时间越短 ,分离度随流动相流
速的增加而降低。因此 ,在保证分离度的前提下尽




越高 ,固定相的保留值越大[ 18] 。本试验结果表明 ,
在考察的转速范围(700 ～ 900 rpm)内 ,700 rpm时 ,固
定相保留值太低达不到分离的要求 ,而 850 rpm 时 ,
分离度最大 ,分离时间与 800 rpm时相差不大 ,见图
2b 、图 2c 。试验过程中还发现 ,转速越大 ,乳化越严
重 ,900 rpm 时固定相的流失已十分严重 。因此 ,850
rpm是比较适宜的工作转速 。
图 2　HSCCC 分离参数对分离的影响
Fig.2　Effects of flow rate of mobile phase and rotary speed on
HSCCC separation
a.流速(Flow rate):2 mL/min ,转速(Rotary speed):800 rpm;b.流速
(Flow rate):1.7 mL/min ,转速(Rotary speed):800 rpm;c.流速(Flow




样量增加到 80 mg以上时 ,前三个峰分离度下降 ,且
丹酚酸 B(图 1中的峰Ⅳ)的纯度降低。因此 ,一次
进样量以不超过 80 mg为宜。
3.4　溶样溶剂的选择
试验得知 ,丹酚酸 B粗品在溶剂系统的上 、下相
中均能溶解 ,但在上相的溶解度大于下相。试验中分










而提高 ,分离初期的基线漂移对其影响较小 ,因此 ,本
文选择溶剂系统的上相作为溶样溶剂 。
综上所述 ,选定的最佳 HSCCC 分离条件为:流
动相流速 1.7 mL/min ,工作温度为 25 ℃,主机转速
为850 rpm ,最大进样量 80 mg ,上相溶样。验证试验
的HSCCC分离图见图 1。
3.5　HPLC纯度分析结果
丹酚酸粗提物的 HPLC分析结果(图 3)表明 ,粗
提物中至少包括 7种化学成分 ,其中峰 6为丹酚酸
B ,含量相对最高 。
在进样80 mg 时 ,分别收集图 1中峰Ⅱ 、Ⅲ 、Ⅳ、
Ⅴ的流出液 ,室温挥干溶剂后称重 ,并采用HPLC 法
对各成分进行纯度分析 ,其中峰Ⅳ为丹酚酸 B ,结果
见表2。丹酚酸B HPLC(检测波长290 nm)分析图谱
见图 4 ,HPLC 三维光谱图见图 5 ,根据 HPLC图的峰




Table 2　Salvianolic acids isolated from the crude water extract of









Ⅱ 2.1 2.6 <90%
Ⅲ 1.4 1.8 <90%
Ⅳ 63.4 79.2 98.6%
Ⅴ 1 1.3 <90%
图 3　丹酚酸粗提物HPLC 分析图谱
Fig.3　HPLC chromatogram of the crude salvianolic acids
图 4　丹酚酸 B HPLC 纯度分析图谱(290 nm)
Fig.4　HPLC chromatogram of the purified salvianolic acid B
(290 nm)
图 5　丹酚酸 B 的三维光谱图
Fig.5　The 3-D HPLC-DAD chromatogram of salvianolic acid B
4　结论
　　本文应用高速逆流色谱分离丹参水溶性成分 ,
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